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Beschreibung 
Verfahren sowie Mikroorganismus zur Herstellung von D-Mannitol 

Die Erfindung betrilft ein Verfahren sowie einen Mikroorganismus zur Her- 
stellung von D-Mannitoi. 

Der weltweite Jahresbedarf am Zuckeralkohol D-Mannitol (D-Mannit) be- 
lauft slch auf 30.000 Tonnen im Jahr. D-Mannitol findet Verwendung Im 
Lebensmittelbereich als zahnschonender SU(2>stoff, in der Medizin als 
Plasmaexpander und Vasodilator (Hexanitroderivat), sowie in der pharma- 
zeutischen Industrie zur Produktion von Tabletten. 

Die grodtechnische Produktion von D-Mannitol erfolgt bisher Qber die ka- 
talytische Hydrierung an Metallkatalysatoren von Glucose/Fructose- 
Gemischen als Ausgangsmaterialien. Aufgrund der fehlenden Stereospe- 
zifrtat der katalytlschen Hydrierung betragt die Ausbeute an D-Mannitol nur 
25-30% mit einem dreifachen OberschuR an D-Sorbitol (Makkee M, Kie- 
boom APG, Van Bekkum H (1985), Production methods of D-mannitol. 
Starch/StSrke 37: 136-140). 

D-Mannitol und D-Sorbitol unterscheiden slch nur durch ihre Konfiguration 
am KohlenstofFatom C-2 (Stereoisomere), so dass eine Abtrennung des 
unenA^Qnschten Sorbitols mit Schwierigkeiten verbunden und aulwandig 
ist. 

Eine Alternative bietet die Herstellung von D-Mannitol durch enzymatische 
Hydrierung von D-Fructose in einem mikrobiellen Biotransformationsver- 
fahren, bei dem eine rekombinante Mannitol-Dehydrogenase (MDH) aus 
Pseudomonas fluorescens isoliert wird und zusammen mit einer Formiat- 
Dehydrogenase (FDH) aus Candida boidinii und NADH in einem Memb- 
ranreaktor inkubiert wird (Slatner, M. et al. (1998) Biotransf. 16: 351-363). 



F2J 0204DE ' * ' ' 27.09.2002 

2 

Durch den Einsatz der Formiat-Dehydrogenase wird ein Reduktions- 
Oxidationszyklus fQr NADH geschaffen, welches durch die Membran im 
Reaktionsgefaii zurOckgehalten wird. Dadurch konnten lediglich 70-90% 
der Fructose in D-Mannitol umgewandelt werden. Femer besitzt die einge- 
5 setzte IVIannitol-Dehydrogenase eine mangelnde Stabilitdt (50 h Halb- 
wertszeit; nach Stabilisierung mit Dithiothre'rtol: 100h), Empfindlichkeit ge- 
genQber hohen Temperaturen >30°C sowie gegenOber ScherkrSften. Ein 
weiterer groller Nachteil liegt darin, dass Membranreaktoren auf Grund 
der hohen Kosten ftir isollerte Enzyme, bendtigte Cofaktoren und l\^emb- 
10 ranen fQr eine groHtechnische Produktion ungeeignet sind. 

Eine weltere Mdglichkeit der D-l\/Iannitol Produktion bietet ein femnentati- 
ves Verfahren, wobei Ausbeuten von ca. 85% unter Einsatz von D- 
Fructose/D-Glucose-Gemischen als Substrate und dem heterofermentati- 

15 ven MiichsSurebakterium Leuconostoc mesenteroides ATCC 12291 als 
katalysierenden Organismus in einer Fermentation mit wachsenden Zellen 
erhalten wurden (Soetaert (1991) Synthesis of D-mannitol and L-sorbose 
by microbial hydrogenation and dehydrogenation of monosaccharides. 
PhD Thesis, University of Gent)). Das Gen der MDH aus Leuconostoc 

20 pseudomesenteroides und dessen Charakterisierung ist ebenfalls bekannt 
(J. Aamikunnas et. a!.. Applied Microbiology and Biotechnology, 13. Juli 
2002). Die hierbei fQr die Reduktion von Fmctose zu D-Mannitol notwendi- 
gen Reduktionsdquivalente stammen aus der Oxidation von Glucose zu 
organischen SSuren. Neben dem Problem der nur 85%igen Umsetzung 

25 des Substrates Fructose zu D-Mannitol ist der Einsatz von D-Glucose 
. nachteiiig, da eine Kontamination des Zielproduktes mit organischen Sau- 
ren wahrend der Femnentation auftritt und diese organischen Sauren 
durch aufwendige ProzeBschritte entfernt werden mQssen. Bel Fennenta- 
tionen mit wachsenden Zellen kann keine 100%ige Umsetzung des Sub- 

30 strates zum Produkt erzielt werden, da ein Teil des Substrates zum Zeil- 
aufbau bzw. zur Neubildung von Biomasse verbraucht wird. Zudem Ist die 
Fermentation von Leuconostoc mesenteroides schwierig (Schleimbildung) 
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und teuer aufgrund der komplexen Medien und die Aufarbeitung des 0- 
berstandes daher ebenfalls aufwandig. 

Aus der Literatur sind drei weitere Mannitol-2-Dehydrogenasen bekannt 
. •< 5 und auch hinsichtlich ihrer biochemischen Eigenschaften und Nukleotid- 
/AminosSuresequenzen beschrieben. Hierzu gehdrt die Mannitol-2- 
Dehydrogenase aus Pseudomonas Uuorescens DSM 50106 (BrOnker P, 
Altenbuchner J, Mattes R (1998) Stmcture and function of the genes 
involved in mannitol, arabitol and glucitol utilization from Pseudomonas 

10 fluorescens DSM 50106. Gene 20i5: 117-126.), aus Rhodobacter sphae- 
roides Si4 (Schneider KH, Giffhorn F, Kaplan S (1993) Cloning, nucleotide 
sequence and characterization of the mannitol dehydrogenase gene from 
Rhodobacter sphaeroides. J. Gen. Microbiology 139: 2475-2484) sowie 
aus Agaricus bisporus (Stoop JM, Mooibroeck H (1998) Cloning and 

15 characterization of NADP-mannitol dehydrogenase cDNA from the button 
mushroom Agaricus bisporus, and Its expression in response to NaCI 
stress. Appl. Environ. Microbiol. 64: 4689 - 4696.). Die beiden Erstge- 
nannten gehdren zur Gmppe der langkettlgen Dehydrogenase/Reduktase 
Prxjtein Famllie (LDR), die letzlgenannte zur Gruppe der kurzkettlgen De- 

20 hydrogenase/Reduktase Protein Famllie (SDR). 

Es 1st daher Aufgabe der Erfindung, ein verbessertes Verfahren zur Her- 
stellung von D-Mannitol berertzustellen, das die beschriebenen Nachteile 
des Standes der Technik vermeidet. 

25 

Die Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Produktion von D-Mannltol mit- 
tels eines Mannitol-2-Dehydrogenase (MDH) exprlmierenden Organismus, 
wobei die Zucker-Substrate und/oder Zucker-SubstratvoriSufer der MDH 
Qber ein nicht-phosphorylierendes Zucker-Transportsystem in den Orga- 
3 0 nismus transportlert werden, gelOst. 
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Durch das erfindungsgemalie Verfahren wird erreicht, dass der mit der 
MDH umzusetzende Zucker ohne eine vorherige Phosphorylierung direkt 
durch die MDH zu D-Mannitol umgesetzt werden kann. Durch diese direk- 
te Umsetzung werden Uberraschenderweise gegenOber dem bisherigen 
5 Stand der Technik verbesserte Ausbeuten und Konzentrationen des D- 
Mannitol im ReaktionsQberstand emndglicht. Teilweise werden mit dem 
erfindungsgemaHen Verfahren schon Ausbeuten von bis 100 % bezogen 
auf das Substrat (Glukose) erhalten. Femer werden Konzentrationen bis 
zu 40 g/L mit dem erfindungsgemdilen Verfahren erzielt. 

10 

Unter Organismus werden sowohl ein - als auch mehrzeilige Organismen, 
insbesondere l\/likroorganismen verstanden. 

Femer wird die Aufgabe durch einen Mikroorganismus gelOst, der die En- 
15 zyme MDH gem3& Sequenz Nr. 2 und FDH gemall Sequenz Nr. 3 zur 
mikrobieilen Herstellung von D-Mannitol exprimiert und ein nicht- 
phosphorylierendes Zucker-Transportsystem aufweist, das die Zucker- 
Substrate und/oder Zucker-SubstratvortSufer der MDH in den Mikroorga- 
nismus transportiert. 

20 

Unter der Bezeichnung D-Mannitol soil nachfolgend auch D-Mannit ver- 
standen werden. 

Im Rahmen dieser Erfindung werden alie Nukleotidsequenzen, die fUr eine 
Mannitol-2-Dehydrogenase codieren unter der Bezeichnung "mdh- 
25 Gensequenz" zusammengefasst. Das Enzym Mannitol-2-Dehydrogenase 
wird Im Folgenden unter der Bezeichnung „MDH" zusammengefasst. 

Entsprechend werden alle Nukleotidsequenzen, die fOr eine Formiat- 
Dehydrogenase codieren unter der Bezeichnung "ft/ft-Gensequenz" zu- 
sammengefasst. Das Enzym Formlat-Dehydrogenase wird im Folgenden 
30 unter der Bezeichnung „FDH" zusammengefasst. 
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Auch werden alle Nukleotidsequenzen, die fur einen Glukosefacilitator co- 
dieren unter der Bezelchnung "g/f-Gensequenz" zusammengefasst. Das 
Protein Glukosefacilitator wird im Folgenden unter der Bezeichnung „GLF" 
zusammengefasst. 

5 Ferner werden unter Nukleotidsequenz alle Nukleotidsequenzen verstan- 
den, die (I) exakt den dargestellten Sequenzen entsprechen; oder (ii) min- 
destens eine Nukleotidsequenz umfaflen, die innerhalb des Bereichs der 
Degeneration des genetischen Codes den dargestellten Sequenzen ent- 
spricht; Oder (iii) mindestens eine Nukleotidsequenz umfasst, die mit einer 
10 zur Nukleotidsequenz (I) oder (ii) komplemetdren Nukleotidsequenz hybri- 
disiert, und gegebenenfalls (iiii) funktionsneutrale Sinnmutationen in (i) 
umfasst. Dabei bedeutet der Begriff funktionsneutrale Sinnmutationen den 
Austausch chemisch dhnlicher Aminosduren, wie z. B. Glycin durch Alanin 
Oder Serin durch Threonin. 

15 

Erfindungsgemad sind auch die den kodierenden Bereichen (Strukturge- 
nen) vorausgehenden (5'-oder upstream) und/oder nachfolgenden (3^- 
oder downstream) Sequenzbereiche eingeschlossen. Insbesondere sind 
hierin Sequenzbereiche mit regulatorischer Funktion inbegriffen. Sie kon- 
20 nen die Transkription, die RNA-Stabilitat oder das RNA Processing sowie 
die Translation beeinflussen. Beispiele fur regulatorische Sequenzen sind 
u. a. Promotoren, Enhancer, Operatoren, Teminatoren oder Translations- 
verstarker. 

25 Unter die jeweiligen Enzyme fallen auch Isoformen, die als Enzyme mit 
gleicher oder vergleichbarer Substrat- und Wirkungsspezifitat verstanden 
werden, die jedoch eine unterschiedliche PrlmSrstruktur aufweisen, 

Unter modifizierten Formen sind erfindungsgemaB Enzyme zu verstehen, 
30 be! denen Anderungen in der Sequenz, beispielsweise am N- und/oder C- 
Teminus des Polypeptids oder im Bereich konservierter Aminosauren vor- 
liegen, ohne jedoch die Funktion des Enzyms zu beeintrSchtigen. Diese 
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Veranderungen kOnnen in Form von Aminosaureaustauschen nach be- 
kannten Methoden vorgenommen werden. 

Vorteilhafterweise handelt es sich bei dem Zucker-Transportsystem urn 
5 den Glukosefacilitator (GLF) gemdil Nukleotidsequenz Nr. 1, der bevor- 
zugten/veise aus einem Eukaryonten z. B. einer Hefe stannmt. Bevorzug- 
tenveise kann auch der GLF aus Zymomonas mobilis eingesetzt werden, 
der von T. Conway et al (Journal of Bacteriology, Dec. 1990, p. 7227 - 
7240) kloniert wurde. 

10 

Aus der Deutschen Patentanmeldung 198 18 541.3 ist zwar ein Verfahren 
zur Herstellung von Substanzen aus dem aromatischen Stoffwechsel be- 
kannt, bei dem ein Mikroorganismus eingesetzt wird, der eine erhohte Ak- 
tivitat eines Glukose-oxidierenden Enzyms aufweist und Glukose oder 

15 Glukose-haltige Substrate durch Oxidation zu Glukonolakton oder Gluko- 
nat sowie durch Pliosphorylierung des Glukonats zu 6-Phosplioglukonat 
umgesetzt, wobei neben der Erh5hung der Enzymaktivitat der Oxidase 
und / Oder der Phosphatase zur ErhOhung der vorhandenen Menge PEP 
die Aktivitat eines PEP-unabhSngigen Giukose-Transportproteins erhOht 

20 werden, bei dem es sich urn den Glukosefacilitator (GLF) aus Zymomonas 
mobilis handein kann, Ein Verfahren zur Herstellung von Mannitol ist aller- 
dings daraus nicht zu entnehmen. 



Der GLF kann neben Fructose auch Glukose oder Xylose transportieren, 
25 woven insbesondere Glukose als preiswerter Fructose-Vorlaufer interes- 
sant ist Die Glukose kann, wie noch beschrleben werden wird, in Fructose 
umgewandelt werden. 

Die fur MDH codierende Sequenz aus Mikroorganismen der Familie der 
Lactobacteriaceae, insbesondere Leuconostoc pseudomesenteroides eig- 
30 net sich besonders fQr die Umsetzung zu D-Mannitol aufgrund der hohen 
Aktivitat und Stabilitdt der daraus synthetisierten MDH. 
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Bevorzugt exprimiert der Organismus die Sequenz Nr. 2 codierend fur 
MDH. 

Als Organismus eignen sich besonders Mij^roorganismen aus der Gattung 
Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus, Leuconostoc, den Enterobakteria- 
5 ceae Oder methylotrophen Hefen und Pilzen. Weiterhin konnen auch alle 
in der Lebensmittelindustrie verwendeten Mikroorganismen eingesetzt 
werden. 

Besonders bevorzugt stammt der eingesetze Organismus aus der Gruppe 
Achromobacter parvolus, Metliyiobacterium organophilum, Mycobacterium 

10 formicum, Pseudomonas spec. 101, Pseudomonas oxalaticus, Moraxella 
sp., Agrobacterium sp., Paracoccus sp., Ancylobacter aquaticus, I\/laxco- 
bacterium vaccae, Pseudomonas fluorescens, Rhodobacter sphaeroides, 
Rhodobacter capsulatus, Lactobacillus sp., Lactobacillus brevis, Leuco- 
nostoc pseudomesenteroides, Gluconobacter oxydans, Candida boidinii, 

15 Candida methylica oder auch Hansenula polymorpha, Aspergillus nidulans 
Oder Neurospora crassa oder insbesondere Escherichia coll oder Bacillus 
subtilis. 

Die Analyse der D-Mannltol-Konzentration kann enzymatisch / photomet- 
20 risch nach der Methode von K. Horikoshi (Horikoshi K. (1963) Meth. En- 
zym. Analysis, 3rd ed. Vol,6, H. U. Bergmeyer, Hrsg., Verlag Chemie, 
Weinheim), oder durch Hochdruck-FIQssigkeits-Chromatographie (HPLC) 
erfolgen, so wie bei Lindroth et al. (Lindroth et al. (1979) Analytical Che- 
mistry 51 : 1 1 67-1 1 74) beschrieben. 

25 

Zur Etablierung eines Oxidations-Reduktionszyklus kann eine Formiat- 
Dehydrogenase (FDH) codierende Sequenz eingesetzt werden. Vorzugs- 
weise stammt diese aus Mycobacterium vaccae und besitzt eine Nukleo- 
tidsequenz gemad Sequenz Nr. 3. Diese ist fUr sich gesehen aus K. Soda 
30 et al, Appl. Microbiol. Biotechnol (1995) 44, 479-483 bekannt 
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Hierdurch wird eine erhebliche Steigerung der Ausbeute bzw. der Umsatz- 
rate des Substrates Fructose zu Mannitol durch Schaffung eines Cofaktor- 
Regenerationssystems ermoglicht, Dabei wird nicht mehr das Substrat f(ir 
die Bereitstellung d^r ftir die Reduktion von Fructose zu Mannitol notwen- 
5 digen Reduktionsdquivalente verbrauclit, sondern durch ein zweites En- 
zymsystem bereitgestellt. Folgllch steht das Coenzym NADH in erhOhtem 
Made fQr die Umsetzung zu Mannitol zur VerfUgung. Eines der am hSu- 
figsten eingesetzten Systeme ist die Regenerierung mit einer Formiat- 
Dehydrogenase, z. B. aus Mycobacterium vaccae. Durch den Einsatz die- 

10 ses Enzyms zusammen mit einer belieblgen MDH, bevorzugt aus Leuco- 
nostoc pseudomesenteroides, wird ein Oxidations-Reduktionszyl^lus ge- 
schaffen, in dem Fonmiat als Elektronendonator und D-Fnjctose als E- 
lektronenakzeptor fungiert. Dabei katalysiert das Enzym Formiat- 
Dehydrogenase die Oxidation von Formiat zu CO2 und das Enzym MDH 

15 die Reduktion von D-Fructose zu D-Mannitol (s. Fig. 1). Der intrazellulare 
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid (NAD)-Pool dient als Elektronen- 
Shuttle zwischen beiden Enzymen. Die Oxidation von Formiat zu CO2 ist 
thermodynamisch gOnstlg, da die freie Standardbildungsenergie AG^^ fOr 
COadeutlich negativ ist und das CO2 durch Ausgasen aus dem Reaktions- 

20 gleichgewicht entfemt wird. Die erhdhte intrazellulare NADH- 
Konzentration, resultierend u. a. aus der Formiatoxidation, steigert die Re- 
duktlonskraft filr die Reduktion von D-Fructose zu D-Mannitol, katalysiert 
durch MDH. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens wird neben 
25 den bereits genannten Kohlenstoffquellen als Substrat fQr die Herstellung 
D-Glucose eingesetzt. D-Glucose kann durch Umwandlung mit dem En- 
zym D-Glucose/Xylose-lsomerase (EC 5.3.1.5) zu D-Fmctose umgewan- 
delt werden (2). Die Umwandlung ist sowohl innerhalb als auch aulierhalb 
des Organismus moglich. Der Einsatz von D-Glucose als Substrat in ei- 
30 nem Verfahren zur Produktion von D-Mannitol bewirkt eine deutliche Ver- 
besserung der Wirtschaftlichkeit des Verfahrens. 
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Fur das beschriebene Verfahren eignen sich nicht nur Mikrborganismen, in 
die eine Formiat-Dehydrogenase und eine MDH eingebraciit und/oder 
verstarkt wird, sondern auch Mikroorganismen, die bereits uber eine For- 
miat-Dehydrogenase Oder gegebenenfalls eine MDH verfugen, wie z. B. 
5 Achromobacter parvolus, Methylobacterium organophilum, Mycobacterium 
formicum, Pseudomonas spec. 101, Pseudomonas oxalaticus, Moraxella 
sp., Agrobacterium sp., Paracoccus sp., Ancylobacter aquatlcus. Dazu 
gehdren Mikroorganismen wie z.B. Pseudomonas fluorescens, Rliodobac- 
ter sphaeroides, Rhodobacter capsuiatus, Lactobacillus sp., Lactobacillus 

10 brevis, Gluconobacter oxydans sowie bevorzugt auch Leuconostoc pseu- 
domesenteroides oder Mikroorganismen, die bereits uber beide Enzyme 
verfugen und jeweils in ihrer Aktivitat verstarkt werden. Weiterhin geeignet 
sind beispielsweise auch methylotrophe Hefen wie Candida boidinii, Can- 
dida methylica oder auch Hansenula polymorpha, Pilze wie Aspergillus 

15 nidulans und Neurospora crassa sowie alle auch in der Lebensmittelin- 
dustrie verwendeten Mikroorganismen. 

Mit dem erfindungsgemaUen Verfahren und dem Mikroorganismus ist es 
nunmehr moglich, eine verbesserte Umsetzung des Substrates in das 

20 Produkt D-Mannitol zu erreichen. Es wird gegenOber bisher bekannten 
Verfahren eine erhfihte Produktivitat, sowie eine erhOhte Ausbeute (bis zu 
100 %) an D-Mannitol errelcht. Es wurden schon Konzentrationen bis zu 
40 g/L erzielt. Das Verfahren ist daher fQr eine groRtechnisch rentable 
Herstellung von D-Mannitol besonders geeignet, Durch die Schaffung des 

25 Regenerationssystems mit Hilfe der Formiat-Dehydrogenase kann fQr die 
NADH verbrauchende MDH in erhdhtem Malie ohne eine nachteilige Bii- 
dung von stoffwechselbedingten Nebenprodukten mit ruhenden Zellen 
eine erhohte Umsetzung des Substrates in das Produkt D-Mannitol ermog- 
iicht werden. 



30 
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Unter die Erfindung fallen auch die Verwendung von Nukleotidsequenzen 
gemaii Sequenzen Nr. 1,2 und 3 codierend fOr GLF, MDH und FDH zur 
Verwendung in einem deroben beschriebenen Mikroorganismen. 

Ebenso umfasst die Erfindung eine Genstmktur enthaltend mindestens 
5 eine oder mehrere der obigen Nukleotidsequenzen. 

EIn Vektor enthaltend mindestens eine oder mehrere der obigen Nukleo- 
tidsequenzen Oder eine oder mehrere der vorgenannten Genstrukturen ist 
ebenfails in der Erfindung enthalten. 

10 Die Erfindung umfasst auch die Venwendung der vorgenannten Nukleotid- 
sequenzen. Genstrukturen und Vektoren in den beschriebenen Mikroor- 
ganismen bzw. IVIikroorganismen, die diese Nukleotidsequenzen, Gen- 
strukturen und Vektoren enthalten. 

15 Die Zeichnungen zeigen beispielhaft Ergebnisse des erfindungsgemSBen 
Verfahrens sowie eine schematische Darstellung der wichtigsten Stoff- 
weohselwege, die fOr das Verfahren eine Rolle spielen. Es zeigt: 

Fig. 1: Oxidoreduktlonszyklus mit Fomiiat-Dehydrogenase und MDH 
20 schematisch in einer Zelle. 

Fig. 2: Ableitung einer degenerierten 24 Basen-Oligonukleotid-Sonde von 
der N-terminalen AminosSuresequenz der MDH Untereinheit von 
Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 1 2291 . 

Fig. 3: Genkarte des 4,191 bp Eco RI Fragments Isoiiert aus der genomi- 
25 schen DNA-Plasmidbank von Leuconostoc pseudomesenteroides 

ATCC 12291 nach Immuno-Screeening des mdh-Ger\s. Die Pfeile 
zeigen die Richtung der Translation des mdh ORF sowie 4 ORFs 
an. 
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Sequenz Nr, 1 zeigt die Nukleotidsequenz codlerend fQr GLF aus Zymo- 
monas mobilis. 

Sequenz Nr. 2 zeigt die Nukleotidsequenz codierend fUr MDH aus Leuco- 
nostoc pseudomesenteroides. 

5 Sequenz Nr. 3 zeigt die Nukleotidsequenz codierend fQr FDH aus Myco- 
bacterium vaccae N1 0. 

Im Folgenden soil die Erfindung beispielhaft beschrieben werden. 



I) Mannitol-2-Dehydrogenase aus Leuconostoc pseudomesente- 
10 roides ATCC 12291; Reinigung und Charakterisierung des En- 

zyms; Klonierung und funktionelle Expression des md/i-Gens 
in Escliericiiia coli 



a) Bakterienstamnne und Plasmide 

15 Als Quelle fur die Isolierung der MDH wurde Leuconostoc pseudomesen- 
teroides ATCC 12291 eingesetzt. E. coli JM 109 (DE 3) (Promega) diente 
als Wirtsorganismus zur Herstellung einer partiellen Plasmidbank ftir die 
Isolierung der genomischen DNA aus Leuconostoc pseudomesenteroides 
ATCC 12291. EIn Tell der Plasmidbank wurde durch Ligation eines 4.0 - 

20 4.5 kb Eco Rl Fragments genomlscher DNA aus Leuconostoc pseudome- 
senteroides ATCC 12291 in pUC18 hergestellt. 



b) Kultivierungsbedingungen 

Zur Kultivierung von Leuconostoc pseudomesenteroides ATCC 12291 
2 5 wurde folgendes Kultivierungsmedium verwendet: 

Trypton 10 g/i, Hefeextrakt 10 g/1, K2HPO4 10 g/l, D-Fmctose 20 g/l, D- 
Glucose 10 g/l, Vitamin / Mineral-Losung 10 m!/I, in destilliertem Wasser, 
pH-Wert auf 7,5 unter Venvendung von Ortho-Phosphorsaure. 
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Zur Subklonierung und Preparation der Plasmidbank der genomischen 
Leuconostoc DNA, wurde E. coli JM109(DE 3) mit 170 Upm bei 37'C in 
Luria-Bertani IVIedium unter Zusatz von Ampicillin (100 |jg/nnl) oder Carbe- 
nicillin (50 jjg/ml) kuitiviert. 

5 

c) Bestimmung der Aktivltat von MDH aus Leuconostoc pseudomesente- 
roldes ATCC 12291 

Die Enzymaktivitat wird in der vorliegenden Erfindung pliotometriscli uber 
die Abnahme der NADH-Konzentration fQr die Reduktionsreaktion 

10 D-Fructose + NADH + H* D-Mannitol + NAD* 

bestimmt. Der Ansatz zur IVIessung der Aktivitat der IVIDH entliielt 200 \sM 
NADH und 200 mM D-Fructose in 100 mM Kaliumpiiospliat-Puffer bei pH 
6,5. Die spezifisciien Aktivitaten der Roiiextrakte und der partiell gereinig- 
ten Enzymisolate werden als Units pro !\/Iilligramm Protein (U/mg) angege- 
15 ben, wobei 1 U als 1 fimol Substratabnahme pro Minute deflniert wird. 

d) Bestimmung der Proteinkonzentrationen 

Alle Proteinkonzentrationsbestimmungen wurden nacli der l\/letliode von 
Bradford durctigefUlirt. 

20 

e) Auftrennung von Pnateinen mitteis Polyacrylamidgelelektrophorese 

Reinheitsanalysen von Rohextrakten und partiell gereinigten Enzymisola- 
ten, sowie Praparationen vorbereitend auf Western-Blots wurden e- 
lektrophoretisch In diskontinuierlichen 12 %igen SDS-Polyacrylamidgelen 
2 5 durchgefUhrt nach der Methode von Ldmmli. 
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f) Isolierung der Mannitol-2-Dehydrogenase aus Leuconostoc pseudo- 
mesenteroides ATCC 12291 

Zur Isolierung der Mannltol-2-Dehydrogenase wurden nach einem Zel- 
laufschluR folgende Verfahrensschritte durchgefQhrt: Ammoniumsulfat- 
Prazipitation, Hydrophobe Interaktionschromatographie. Anionentau- 
scherchromatographie I, Anionentauscherchromatographie II, GrOBe- 
nausschlusschromatographie, sowie ein Chromato-focusing pH 5-4. 

Die spezifische Aktivitat der MDH betrug bei pH = 5,35 fur die Reduktion 
von D-Fructose zu D-Mannitol 450 U/mg 



g) Molekulargenetische Methoden 

Die Isolierung von genomisclier DNA aus Leuconostoc pseudomesente- 
roides ATCC 12291, die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosege- 
len, die Markierung von DNA-Sonden mit Digoxigenin modifiziertem dUTP 
15 und immunologische Detektion und DNA-DNA-Hybridisierung (Southern 
Blot) wurden durchgefQhrt. 



Die aminoterminale Ansequenzierung der 43 kDa-Enzymuntereinheit mit- 
tels Edman-Abbau und anschliellender HPLC-Analyse ergab die oktamere 

20 Aminosaureabfolge MEALVLTG. Unter Venwendung einer Codon usage- 
Statistik fQr Leuconostoc pseudomesenteroides, wurde eine 2048fach de- 
generierte Oligonukleotid-Sonde zur Detektion des MannitoI-2- 
Dehydrogenase-Gens an genomischer DNA von Leuconostoc pseudome- 
senteroides ATCC 12291 abgeleitet (siehe Fig. 2). Die 24 bp-DNA-Sonde 

25 wurde mit einem Dlgoxigenin-11-dUTP-Schwanz am 3'-Ende versehen 
und diente zum Immuno-Screening von partiellen Plasmidbanken genomi- 
scher DNA von L. pseudomesenteroides ATCC 12291. Auf diesem Wege 
wurde eIn 4,2 kb-DNA-Fragment Isollert (Fig. 3). Mit geeigneten Primem 
wurde das mdh-Gen von diesem Fragment ampliflziert, in den Vektor 

30 pET24a(+) ligiert und in E. coli BL21(DE3) transfomilert und exprimiert. 
Zellextrakte von E. coll BL21(DE3)pET24a(+)L/nc//7 zeigten nach Induktion 
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in der SDS-Polyacrylelektrophorese eine starke Oberexpressionsbande 
bei 43 kDa und eine spezifische Aktivitat der Mannitol-2-Dehydrogenase 
von 70 U/mg Protein, wShrend die Kontrollen (Zellen ohne Plasmid, Zellen 
mit leerem Plasmid) keine Aktivitat zeigten. 

Die Nukleotidsequenz des mdh-Gens aus L. pseudomesenteroides ATCC 
12291 ist in Sequenz Nr. 2 gezeigt. 



II) Biotransformation von D-Fructose zu D-Mannitoi mit einem 
10 relcombinanten E. coli-Stamm 



In einem rekombinanten E. coli-Stamm wurden die Enzyme Formiat- 
Dehydrogenase (EC 1.2.1.2) und Mannitol-2-Dehydrogenase (EC 
1.1.1.67) uberexprimiert, um in den Zellen einen Oxidations-Reduk- 
15 tionszyklus zu etablieren. In diesem Oxidations-Reduktionszyklus wird 
WasserstofT von Formiat Qber zeilulSres NAD* auf D-Fructose Qbertragen, 
wobei D-Fructose zu D- Mannitoi reduziert wird (s. Fig. 1 ). Zusatzlich mir- 
de In den Zellen der Glukosefacilitator exprimiert, um die VerfQgbarkeit 
des Substrats Fructose zu verbessem. 

20 

(a) Stamme und Vektoren 

Es wurden die Stamme E. coli BL21 (DES) Star (Invitrogen) verwendet. 
Als Vektoren wurden pET-24a(+)fd/i//77d/}, kodierend fur den ORF der 
Formiat-Dehydrogenase aus Mycobacterium vaccae, der Mannitol-2- 
25 Dehydrogenase aus Leuconostoc pseudomesenteroides und pZY507glf 
kodierend fQr den Glukosefacilitator aus Zymomonas mobilis verwendet. 

FOr die Biotransformation wurden chemisch kompetente E. coli BL21 (DE 
3) Star mit pET-24a{+)fdh/mdh und pZY507g/f kotransformiert und auf LB- 
Agarplatten mit 25 \ig/m\ Chloramphenicol und 30 pg/ml Kanamycin selek- 
30 tiert. Als Kontrollen wurden E. coli BL21 (DE 3) Star entweder mit pET- 
24a(+)fd/)//77d/7 oder pZY507g/f allein transformiert. Die Selektion der 
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Transformanten erfolgte auf LB-Agarplatten mit entweder 25 pg/ml Chlo- 
ramphenicol (pZY507g//) Oder mit 50 \Jig/m\ Kanamycin (pET- 
24a(+)fc//7//77d/7). LB-Agarplatten fur E. coli BL21 (DE 3) Star transformiert 
mit p pET-24a(+)fd/7/r7?c//7 enthielten zusatzllch 1% (v/v) D-Glucose zur 
Verminderung der Basaiexpression der Mannitol-2-Dehydrogenase und 
der Fonniat-Dehydrogenas. 



(b) Biotransformation 

Nach der Oberexpression von FDH, MDH und GLF in E. coli, werden nicht 
10 wachsende Zellen in einer Biotransformation eingesetzt. Je 1,0 g Induzler- 
te Zellen von E. coli BL21 (DE 3) Star pET-24a(+)/bfft/md/} / pZY507g/f 
wurden mit 100 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 7,0 gewaschen und In 50 
mi ReaktionslOsung mit 500 mM D-Fructose und 500 mM Natriumformiat 
in 100 mM Kaliumphosphat-Puffer pH 6,7 resuspendiert. Die Ansatze wur- 
15 den in 100 ml-Kolben ohne Schikane bei 100 - 120 Upm und 30X fQr 24 h 
geschOttelt Zu den Zeitpunkten 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 17 und 23 h nach Re- 
aktionsstart wurden 1-2 ml-Proben des Oberstandes genommen zur 
Messung der Konzentrationen von Fonmiat, D-Fructose und D-Mannitol. 
Die Proben wurden bei 5000g fQr 1 min zentrifugiert, der Oberstand 0,2 
20 |jm-filtriert und bis zur Messung durch HPLC bei -20*'C geiagert. Als Kon- 
trolle wurden 1,0 g nicht induzierte Zellen von E. coli BL21 (DE 3) Star 
pET-24a(+)ft/Ai/A77cf/7 / pZY507g/f in gleicher Weise in der Biotransfomiation 
eingesetzt. 

25 Die Konzentratlonsbestimmungen von Formiat, D-Fructose und D- 
Mannitol im ReaktionsQberstand und im zellfreien Rohextrakt wurden mit 
einer HPLC-Anlage (Merck/Hitachi) durchgefflhrt. 



Tabelle 1 zeigt beispielhaft Ergebnisse, die mit transfonnierten Mikroorga- 
3 0 nismen erreicht werden konnten. 
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Es konnte gezeigt werden, dass die parallels Oberexpression der Formlat- 
Dehydrogenase und der Mannitol-2-Dehydrogenase und des Glukosefaci- 
litators In E. coll zu einer sehr hohen Produktlon von D-Mannitol durch dle- 
se Zellen In einem Reaktlonsmedlum mit D-Fructose und Fomniat fOhrt. 
5 Die bis zu 244 mM Mannltol nach 23 h stehen dam Verfahren ohne GLF 
mIt nur 15 mM nach 17 h und dem Verfahren ohne FDH mit 20 mM nach 
17 h gegenQber. Es konnte also eine ca. 12 - 15-fache Verbessemng er- 
zielt werden. 



10 Tabelle 1 



rekombinante 

Gene 


BedingangCT 


Mamiitol- 
Prodiiktion 
[mM] 


Fructose- 
Verbrauch 
[mM] 


Fonniat- 
Verbrauch 
[mM] 


fdh/mdh/glf 


+ BPTG / +Fonniat / 23 h 


244 


332 


471 


fdh/mdh/glf 


-IPTG/ + Formiat/17h 


0 


ii.d. 


n.d. 


fdh/mdh/glf 


+ IPTG/-Foimiat/17h 


11 


76 


n.d. 


mdh/glf 


+ IPTG / + Formiat / 17 h 


20 


48 


81 


mdh/glf 


-IPTG/ + Fonniat/ 17h 


0 


n.d. 


n.d. 


fdh/mdh 


+ IPTG / + Formiat / 17 h 


15 


61 


159 


fdh/mdh 


- IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


mdh 


+ IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


57 


35 


mdh 


- IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


ii.d. 


n.d. 


fdh/glf 


+/- IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


fdh 


+/- IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


n.d. 


n.d. 


glf 


+/- IPTG / + Formiat / 17 h 


0 


n.d. 


ii.d. 
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PatentansprQche 

Verfahren zur Produktion von D-Mannitol unter Einsatz Mannitol-2- 
Dehydrogenase (MDH) exprimierender Organismen, bei welchen die 
Zucker-Substrate und/oder Zucker-Substratvorlaufer der MDH uber 
ein nicht-phosphorylierendes Zucker-Transportsystem in den Orga- 
nismus transportiert warden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dass Orga- 
nismen, die als Zucker-Transportsystem den Glukosefacilltator (GLF) 
aus einem Eukaryonten enthalten, eingesetzt werden 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
Organismen, die als Zucker-Transportsystem den Glukosefacilitator 
(GLF) aus Zymomonas mobilis enthalten, eingesetzt werden. 

Verfahren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet dass 

Organismen, die die Sequenz Nr. 1 codierend fQr GLF enthalten, 
eingesetzt werden. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Zucker Glukose und/oder Fructose eingesetzt 
werden. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass Organismen, die eine fUr eine MDH codie- 
rende Sequenz enthalten, eingesetzt werden 

Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass Orga- 
nismen, die eine fUr MDH codierende S0quenz aus MIkroorganismen 
der Familie der Lactobacteriaceae, insbesondere Leuconostoc pseu- 
domesenteroides enthalten, eingesetzt werden. 
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8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch g kennz ichnet, dass 
Organismen, die die Sequenz Nr. 2 codierend fQr MDH enthalten, 
eingesetzt werden. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
5 gekennzeichnet, dass Organismen, die eine fQr eine Formiat- 

Dehydrogenase (FDH) codierende Sequenz enthalten, eingesetzt 
werden. 

.10. Verfahren nach Anspmch 9, dadurch gekennzeichnet, dass Orga- 
nismen, die eine fQr FDH codierende Sequenz aus Mycobacterium 
10 vaccae enthalten, eingesetzt werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, 
dass Organismen, die die Sequenz Nr. 3 codierend fQr FDH enthal- 
ten, eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
15 gekennzeichnet, dass als Oi^anlsmus ein Mikroorganismus einge- 
setzt wird. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, dadurch 
gekennzeichnet, dass Mikroorganismen der Gattung Bacillus, 
Pseudomonas, Lactobacillus, Leuconostoc, den Enterobakterlaceae 

2 0 Oder methylotrophen Hefen und Pllzen eingesetzt werden. 

14. Mikroorganismus, der die Enzyme MDH gemSH Sequenz Nr. 2 und 
FDH geman Sequenz Nr. 3 zur mikrobiellen Herstellung von D- 
Mannitol exprimlert und eIn nicht-phosphoryllerendes Zucker- 
Transportsystem aulweist, das die Zucker-Substrate und/oder Zu- 

25 cker-Substratvorlaufer der MDH in den Mikroorganismus transpor- 

tlert. 
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15. Mikroorganismus nach Anspmch 14, dadurch gek nnz ichnet, 
dass es sich bei dem Zucker-Transportsystem um den Glukosefacili- 
tator (GLF) aus einem Eukaryonten handelt 

16. Mikroorganismus nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei dem Zucker-Transportsystem um den 
Glukosefacilitator (GLF) aus Zymomonas mobilis handelt. 

17. ly/iikroorganismus nach Anspmch 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Organismus die Sequenz Nr. 1 codierend fUr GLF aufweist. 

18. l\^lkroorganismus nach einem der AnsprUche 14 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dass er Glukose, Fmctose oder Gemische hiervon 
zu D-Mannitol umsetzt. 

19. IVIikroorganismus nach einem der vorhergehenden AnsprQche 14 bis 

18, dadurch gekennzeichnet, dass er eine fUr MDH codierende 
Sequenz aus Mikroonganismen der Familie der Lactobacteriaceae, 
insbesondere Leuconostoc pseudomesenteroides enthSIt 

20. l\/Iikroorganismus nach einem der vorhergehenden AnsprQche 14 bis 

19, dadurch gekennzeichnet, dass er eine fOr FDI-i codierende Se- 
quenz aus Mycobacterium vaccae enthSlt. 

21. Mikroorganismus nach einem der vorhergehenden AnsprQche 14 bis 

20, dadurch gekennzeichnet, dass er aus der Gattung Bacillus, 
Lactobacillus, Leuconostoc, den Enterobakteriaceae oder methy- 
lotrophen Hefen und Pilzen sowie aus alien auch in der Lebensmittel- 
industrie venwendeten Mikroorganismen stammt. 

22. Verwendung eines Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 14 
bis 21 zur Herstellung von D-Mannitol. 

23. Nukleotidsequenz gemSfi Sequenz Nr. 1 codierend fQr GLF zur Ver- 
wendung in einem Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 14 
bis 21. 
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24. Nukleotidsequenz gemaii Sequenz Nr. 2 codierend fQr MDH zur 
Verwendung in einem Mikroorganlsmus nach einem der AnsprQche 
14 bis 21. 

25. Nukleotidsequenz gemad Sequenz Nr. 3 codierend fQr FDH zur Ver- 
5 wendung in einem Mikroorganismus nacli einem der AnsprQche 14 

bis 21. 

26. Genstruktur enthaltend mindestens eine Oder mehrere Nukleotidse- 
quenzen gemsid den AnsprQchen 23 bis 25. 

27. Vektor enthaltend mindestens eine oder mehrere Nukleotidsequen- 
10 zen gemdd AnsprQchen 23 bis 25 oder eine oder mehrere Genstruk- 

turen gemdfl Anspmch 26. 

28. VenA^endung einer Nukleotidsequenz gemdK einem der AnsprQche 
23 bis 25 zur Transformierung eines Mikroorganismus nach einem 
der AnsprQche 14 bis 21. 

15 29. Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 14 bis 21 enthaltend 
mindestens eine Genstruktur gema& Anspruch 26. 

30. Mikroorganismus nach einem der AnsprQche 14 bis 21 enthaltend 
mindestens einen Vektor gemali Anspruch 27. 
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Zusammenfassung 
Verfahren sowie Organismus zur Herstellung von D-Mannitol 

Die Erfindung betrHft ein Verfahren sowie Organismus zur Herstellung von 
D-Mannitol. 

Durch Bereitstellung eines Verfahrens und eines Mikroorganismus zur 
Produlction von D-Mannitol mittels eines Mannitol-2-Dehydrogenase 
5 (MDH) und Formiat-Dehydrogenase (FDH, zur Cofaktor-Regenerierung) 
exprimlerenden Organismus, wobei die Zucker-Substrate und/oder Zu- 
cker-Substratvoriaufer der MDH Qber ein nicht-phosphorylierendes Zu- 
cker-Transportsystem in den Organismus transportiert werden, kann eine 
verbesserte D-Mannitol Produktion erreicht werden. Vorteilhafterweise 
10 handelt es sich bei dem Zucker-Transportsystem um den Glukosefacilita- 
tor (GLF) aus Zymomonas mobilis. 
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Fig. 1 
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Fig. 3 
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SEQUENZNr. 1: 

ATGAGTTCTGAAAGTAQTCAGGGTCTAGTCACaCGACTAGCCCTAATCGCTGCTA 
TA6GCGGCTTGCTTTTCGGTTACX3ATTCAGCGGTTATCGCTOCAATCGGTACACC 
5 GGTTGATATCCMTTTATTGCCCCTCGTCACCTGTCTQCTACGGC!TGCGGCTTCC 
CTTTCTGGGATGGTCGTTGTTGCTGTTTTGGTCGGTTQTGTTACCGGTTCTTTGC 
TGTCTGGCTGGATTGGTATTCGCTTCGGTCGTCGCGGCGGATTGTTGATGAGTTC 
CATTTGTTTCGTCGCCGCCGGTTTTGOTGCTGCGTTAACCGA2^AAATTATTTGGA 
ACCGGTGGTTCGGCTTTACAAATTTTTTGCTTTTTCCGGTTTCTTGCCGGTTTAG 
1 0 GTATCGGTGTCGTTTCAACCTTGACCCCAACCTATATTGCTGAAATTCGTCCGCC 
AGACAAACGTGGTCAGATGGTTTCTGGTCAGCAGATGGCCATTGTGACGGGTGCT 
TTAACCGGTTATATCTTTACCTGGTTACTGGCTCATTTCGGTTCTATCGATTGGG 
TTAATGCCAGTGGTTGGTGCTGGTCTCC6GCTTCAGAAGGCCTGATCGGTATTGC 
CTTCTTATTGCTGCTGTTAACCGCACCGGATACGCCGCATTGGTTGGTGATGAAG 
1 5 GGACGTCATTCCX3AGGCTAGCA2UIATCCTTGCTCQTCTGGAACCGCAAGCCGATC 
CTAATCTGACGATTCAAAAGATTAAAGCT6GCTTT6ATAAAGCCATGGACAAAAG 
Ca^GCGa^GGTTTGTTTGCTTTTGGTATCACCGTTGTTTTTGCCGQTGTATCCGTT 
GCTGCCTTCCAGCAGTTAGTCGOTATTAACGCCGTGCTGTATTATGCACCGCAGA 
TGTTCCAGAATTTAGGTTTTGGAGCTGATACGGCATTATTGCAGACCATCTCTAT 
2 0 CKSGTGTTGTGAACTTCATCTTaACaVTGATTGCTTCCCGTQTTGTTGACCGCTTC 
GGCCOTAAACCTCTGCTTATTTGGGGTGCTCTCQGTATGGCTGCAATGATGGCTQ 
TTTTAGGCTGCTGTTTCTGGTTCAAAGTCGGTGGTGTTTTGCCTTTGGCTTCTGT 
r QCTTCTTTATATTGCaVGTCTTTGGTATGTCSATGGGGCCCTGTCTQCrGGGTTG 

CTGTCU^GAAATGTTCCCGAOTTCCATCaU^GGGCGC^GCTATGCCTATCGCTGTTA 
2 5 CCGGACAATGGTTAGCTAATATCTTGGTTAACTTCCTGTTTAAGGTTGCCGATGQ 
TTCTCCAGCATTGAATCAGACTTTCAACCACGGTTTCTCCTATCTCGTTTTCGCA 
GCATTAAGTATCTTAGGTGGCTTGATTGTTGCTCGCTTCGTGCCGGAAACCAAAG 
GTCGGAGCCTGQATGAAATCGAGGAGATGTGGCGCTCCCAGAAGTAQ 



30 
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SEQUENZ Nr. 2: 



TTAATATTCTATCACATGOTCTACTCCCCTTACTAAAAT2U^TGTGATAAAC^ 
TGACTTTATCTTGTTAAAGGTTTACCATTGTCCTCGTAAGTTAATTTAATCAO^ 
5 AGTAAAAAGGAGAACAAAC 

ATGGAAGCACTTGTGTTAACTGGTACAAAAAAATTAGAGGTTGAAAACATTGAAC 
AACCTGAGGTAAAGCCGAATGAAGTGTTGATTCATACAGCATTCGCTGGTATTTQ 
CGGTACTGATCACGCTTTGTATGCCGGTCTTCCTGGCTCAGCCGATGCTGTGCCA 
1 0 CCAATCGTTTTGGGGCATGAAAATTCTGGTGTTGTAGCTGAAATTGGTTCTGATG 
TTACAAACGTTGCGGTGGGTGATCGTGTCACAATTGATCCCAATATTTACTGTGG 
TCAATGCAAGTATTGCCGTACAGCACGTCCAGAGCTTTGCGAAAACTTGTCTGCA 
GTTGGTGTAACACGGAATGGTGGCTTTGAAGAATACTTTACTGCGCCCGCATCAG 
TTGTTTACCAAATTCC!AGATAATGTTTCACTT2^GTCAGCTGCCGTGGTTGAGCC 
1 5 GATTTCATGTGCTGTTC ACGGTATTCAACTTCTTAAAGTGACACCATACCAAAAG 
GCATTAGTTATTGGTGACGGCTTCATGGGTGAACTCTTTGTTCAAATTCTGCAAG 
CTTATGGCATTCACCAAGTCGACTTGGCTGGTATTGTTCCTGAAAAGCTT 
GAA(»AAGAAAAGTTCGGCGTGAAA2U^TACGTAaAATACAAAAG^ 
ATTCCCOAAGGCACT^ACGATGTTGTTGTTGAAG(».GTTGGCCTACCACAGAC^ 
2 0 AAGAAGCCGCl^TTGAAGCCTCAGCTCGTGGCGCTCAGGTTTTGATGTTTGGTGT 
TGGCGGTCCCGACGCAAAGTTCCAAATGAACACTTACGAAGTCTTCCaVAAAGC^ 
TTGACGATTCAAGGATCATTTATCAATCCAAACGCATTTGAAGACTCATTGGCAT 
TGTTATCATCAGGCAAGTTAGACGTCGAATCGCTAATGTCACACGAATTAGATTA 
CCAGACTGTTGATGACTTTGTGAATGGCAAGTTAGGTGTCGTTTCAAAGGCAGTC 
2 5 GTTAAGGTTGGTGGCGAAGAGGCATAA 
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SEQUENZ Nr. 3: 



atggcaaaggtcctgtgcgttctttacgatgatccggtcgacggctacccgaaga 

cctatgcccgcgacgatcttccgaa 
5 gatcgaccactatccgggcggccagatcttgccgacgccgaaggccatcgacttc 
acgcccgggcagttgctcggctccgtctccggcgagctcggcctgcgcgaatatc 
tcgaatccaacggccacaccctggtcgtgacctccgacaaggacggccccgactc 
ggtgttcgagcgcgagctggtcgatgcggatgtcgtcatctcccagcccttctgg 
ccggcctatctgacgcccgagcgcatcgccaaggccaagaacctgaagctcgcgc 
10 tcaccgccggcatcggttccgaccacgtcgatcttcagtcggctatcgaccgcaa 
cgtcaccgtggcggaagtcacctactgcaactcgatcagcgtcgccgagcatgtg 

gtgatgatgatcctg 

tcgctggtgcgcaactatctgccctcgcacgaatgggcgcggaagggcggctg- 
gaacatcgccgactgcgtctcccacgcctacgacctcgaggcgatgcatgtcgg- 

15 caccgtggccgccggccg- 

catcggtctcgcggtgctgcgccgtctggcgccgttcgacgtgcacctgcacta- 

caccgaccgtcaccgcctgccggaatcggtcgagaaggagctcaacct- 

cacctggcacgcgacccgcgaggacatgtatccggtttgcgacgtggtgacgct- 

gaactgcccgctgcaccccgaaaccgagcacatgatcaatgacgagacgct- 

20 gaagctgttcaagcgtggcgcctacatcgtcaacaccgcccgcgg- 
caagctgtgcgaccgcgatgccgtggcacgtgcgctc- 
gaatccggccggctggccggctatgccggcgacgtgtggttcccg- 
cagccggcgccgaaggaccacccctggcggacgatgccctataacggcat- 
gaccccgcacatctccggcaccacgctgaccgcgcaggcgcgttatgcggcggg- 

25 cacccgcgagatcctggagtgcttcttcgagggccgtccgatccgcgacgaa- 
tacctcatcgtgcagggcggcgctcttgccggcaccggcgcgcattcctactc- 
gaagggcaatgccaccggcggttcggaagaggccgccaagttcaa- 
gaaggcgg t c tga 



